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(57) Abstract: The invention 
concerns a method for inserting a 
nucleic acid fragment in a vector, 
consisting in: (a) preparing a 
double-stranded nucleic acid molecule 
comprising the nucleic acid fragment 
to be inserted in a vector and on either 
side of said fragment a nucleic acid 
label; (b) performing the denaturation 
of said nucleic acid molecule and 
of a cleaved vector whereof the 5' 
and 3' ends of one of the strands are 
complementary to said nucleic acid 
labels; (c) incubating said nucleic acid 
molecule with the cleaved vector in 
conditions enabling said nucleic acid 
labels to be hybridised on the cleaved 
vector; (d) copying the cleaved vector 
and the nucleic acid fragment; (e) 
ligating the newly synthesised strands 
with the free ends; (f) optionally 
fT) repeating steps (b) through (e). 

r- 

(57) Abrege: La presente invention a pour objet une me'thode d'insertion d'un fragment d'acide nucleique dans un vecteur, com- 
prenant (a) la preparation d'une molecule d'acide nucleique double brin comprenant le fragment d'acide nucleique a inserer dans 

^ un vecteur et de part et d' autre dudit fragment un acide nucleique Etiquette, (b) la denaturation de ladite molecule d'acide nucleique 
et d'un vecteur clive' dont les extre'mite's 5' et 3' de l'un des brins sont complementaires desdits acides nuclelques Etiquettes, (c) 

Q l'incubation de ladite molecule d'acide nucleique avec le vecteur clive dans des conditions permettant 1'hybridation desdits acides 

^ nucleiques etiquettes sur le vecteur clive, (d) la copie du vecteur clive et du fragment d'acide nucleique, (e) la ligation des brins 

^ neosynthe*tis£s avec les extremites libres, (f) eventuellement la repetition des etapes (b) a (e). 
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METHODS D' INSERTION D ' UN FRAGMENT D'ACIDE 
NUCLEI QUE DANS UN VECTEUR , SES APPLICATIONS ET LES KITS 
POUR SA MISE EN CEUVRE . 

5 La presente invention concerne le domaine de la 

biologie moleculaire et se rapporte plus precisement a 
1' insertion de fragments d ' ADN dans un vecteur plasmidique . 

L' insertion de fragments d ' ADN est la base de 
la plupart des manipulations d'ADN effectuees dans les 

10 laboratoires de biologie moleculaire. La strategie 

classique consiste a operer une reaction de ligation entre 
un fragment d'ADN clive a ses extremites par des enzymes de 
restriction d'une premiere part, et un plasmide clive par 
les meme enzymes de restriction, ou au moins des enzymes de 

15 restriction generant des sites compatibles. Ce systeme 

classique implique la presence regroupee de nombreux sites 
de restrictions sur chaque plasmide, de fagon a pouvoir 
integrer des fragments d'ADN d' extremites variees. 

Plus recemment, il a ete decrit dans la demande 

20 de brevet international PCT No. WO9206189 une technique de 

clonage d'acide nucleigue amplifie par PCR. Cette technique 
connue sous le nom de "TA-cloning®" (Invitrogen catalogue 
97/98 page 54) permet 1' insertion de fragments d'ADN 
amplifies par PCR dans un plasmide clive par une enzyme de 

25 restriction liberant a chacune de ses extremites une 

Thymidine 3'-sortante. Cette technique est basee sur le 
fait que les produits de PCR contiennent a leur extremites 
une Adenine 3'-sortante. La complementarite entre le 
vecteur-T et le produit de PCR-A permet la ligation 

30 efficace de l'un dans 1 ' autre au moyen d'une ligase ou 

d'une topoisomerase . Cette technique off re 1 ' avantage 
d'etre universelle, car tout produit de PCR peut etre 
insere dans le vecteur-T, mais elle pose plusieurs 
oroblemes : 
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la fabrication et ia conservation de 
vecteurs-T n'est pas aisee, 

- 1 ' utilisation de polymerases thermos tables 
contenant une activite exonuclease, qui est necessaire a 

5 l'obtention d'un bonne fidelite lors de 1 ' amplification , 

n'est generalement pas possible, cette activite eliminant 
les Adenines 3 ' -sorcantes du produit de PCR, 

- 1' insertion de fragments d'ADN ne se fait pas 
de facon orientee, et les insertions multiples, successives 

10 ou simultanees, sont malaisees. 

II a egaiement ete decrit dans la demande de 
brevet international PCT No. W09222649 une technique de 
clonage de produit s de PCR. Cette technique connue sous le 
nom de " C LONE AMP® " (Life Technologies catalogue 97/98 page 

15 152) propose d' amplifier un fragment d'ADN par PCR avec des 

amorces associes a des sequences contenant des dUMP, puis 
de traiter les produits d 1 amplification avec 1 ' UDG de facon 
a obtenir des extremites 3 1 compatible avec un vecteur 
correspondant . 

20 Une technique de clonage utilisant 

1 ' hybridation d'un insert simple brin dans un vecteur 
simple brin, possedant des etiquettes homologues afin que 
l'un et 1' autre puisse s'hybrider, a ete decrite dans la 
demande de brevet internationale PCT publiee sous le No. WO 

25 91 07505. La technique decrite dans ce document: prevoit des 

etapes de separation en phase solide des brins du vecteur 
et de 1' insert de fagon a obtenir des produits simple, brin. 
Cette etape necessite 1 ' utilisation d ' oligonucleotides 
couples a la bictine. Cette forme de mise en aeuvre 

30 complique la technique et limite son interet par rapport 

aux autres techniques de clonage d'un fragment d'ADN dans 
un vecteur. 



35 



La presence invention a precisement pour objet 
une nouvelie methode d' insertion d'un fragment d'acide 
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nucleique dans un vecteur, qui est universelle et 
independante de la compatibility entre sites de 
restrictions. La methode de 1 ' invention permet par 
ailleurs de construire des banques d'ADN compiementaire 
orientees, et offre la possibility d'isoler de facon aisee 
des parties 5' de sequences d'ADN dont ont connait la 
partie 3 ' . 

La methode d* insertion d ' un fragment d'acide 
nucleique dans un vecteur selon 1 ■ invention est 
caracterisee en ce qu'elle comprend les etapes suivantes : 

a) on prepare une molecule d'acide nucleique 
double brin comprenant le rragment d 1 acics nucleique a 
inserer dans un vecteur, et en 5 ' dudit fragment un premier 
acide nucleique etiquette comprenant une sequence nucleique 
compiementaire de l'extremite 5' d'un des brins d 1 un 
vecteur clive, et en 3 ' dudit fragment un second acide 
nucleique etiquette comprenant une sequence nucleique 
compiementaire de l'extremite 3* du meme brin dudit vecteur 
clive, 

b) on denature d'une part ladite molecule 
d'acide nucleique et d' autre part un vecteur clive dont les 
extremites 5' et 3' de 1 ' un des brin sont complementaires 
desdits premier et second acides nucleiques etiquettes, 

c) on incube ladite molecule d'acide nucleique 
avec le vecteur clive dont les extremites 5' et 3' sont 
complementaires des premier et second acides nucleiques 
etiquettes, dans des conditions permettant 1 ' hybridation 
desdits premier en second acides nucleiques etiquettes sur 
le vecteur clive, 

d) on copie : 

- d'une part, le vecteur clive dans le sens 5' 
vers 3' a partir de l'extremite 3' du second acide 
nucleique etiquette hybride a l'extremite 2' du vecteur 
clive, et 
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d' autre part, le fragment d'acide nucleique 
dans le sens 5' vers 3' a partir de I'extremite 3' du 
vecteur clive, 

e) evencuellement et de preference, on 

ligature : 

d'une part, I'extremite 3' du brin 
neosynche t ise avec comme matrice le vecteur, avec 
I'extremite 5' du premier acide nucleique etiquette hybride 
a I'extremite 5' du vecteur clive, et 

d'autre part, I'extremite 3' du brin 
neosynthetise avec comme matrice le fragment a inserer, 
avec l'excremite 5' du vecteur clive, 

f } even t ue 1 1 emen t on reoete les stapes (b) a 

(e) , 

g) eventuellement , on transforme un note 
cellulaire pour selectionner les vecteurs ayant integre le 
fragment d'acide nucleique. Cette etape de transformation 
d'un note, par exemple dans des bacteries competentes, si 
elle n'est qu ' even tue 1 1 e , est toutefois hautement 
preferable . 

Une representation schematique des etapes de la 
methode de 1 ' invention est donnee a la figure 4 en annexe. 

La molecule d'acide nucleique comprenant le 
fragment d'acide nucleique a integrer dans un vecteur est 
preparee par amplification dudit fragment par une reaction 
de polymerisation en chaine (PCR) a partir de deux 
oligonucleotides amorces. Comme represente a la figure 1 en 
annexe, chacun de ces oligonucleotides est compose de deux 
parties : 

- une partie en 3 ' homologue a une partie du 
fragment a inserer. 

- une partie en 5', constituant l'acide 
nucleique etiquette, comprenant une sequence nucleique 
homologue a 1 ' une des extremites d'un vecteur clive. 



WO 00/71730 



PCT/FR00/01349 



Avan tageusemen t , chaque acide nucleique 
etiquette presente les caracteristiques suivantes : 

La sequence nucleique homologue de 
l'extremite du vecteur clive est caracterisee en ce qu'elle 
est compiementaire d'une sequence du vecteur bordee par une 
Thymidine (T) en 3'. En d'autres termes, la sequence de 
l'extremite clivee du vecteur qui est compiementaire de 
ladite sequence nucleique homologue de 1 ' acide nucleique 
etiquette est bordee sans la contenir par une Thymidine (T) 
en 3 1 . La position de cette Thymidine (T) , par son 
homologie avec une Adenine (A), ajoutee lors 1 ' etape (c) du 
procede de 1 1 invention, permet d'eviter d ' eventuels 
problemes de mesappariements . 

- L'extremite 3' de la sequence nucleique 
homologue de l'extremite du vecteur clive est caracterisee 
en ce que : 

. soit elle se termine au niveau du dernier 
nucleotide dudit vecteur clive, et alors 1' acide nucleique 
etiquette est constitue seulement de ladite sequence 
homologue a l'extremite du vecteur clive, 

soit elle est plus longue d ' au moins un 
nucleotide que la sequence qui lui est homologue, et alors 
1 'acide nucleique etiquette est constitue de ladite 
sequence homologue a l'extremite du vecteur clive, prolonge 
en 3' d 1 au moins un nucleotide. 

En consequence, le procede de 1 ' invention est 
caracterise en ce que a I'etape (a) on prepare une molecule 
d' acide nucleique comprenant : 

- le fragment a 'acide nucleique a inserer dans 

un vecteur, 

- de part et d' autre dudi^ fragment, une 
molecule d'acide nucleique etiquette constitute d'une 
sequence nucleique, de 1 1 ordre de 10 a 150 nucleotides et 
de preference de 1 ' ordre de 15 a 100 nucleotides, homologue 
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a l'une des extremities d ' un vecteur clive, iadite sequence 
nucleique homologue etanc eventueliement separee du 
fragment d'acide nucleique a integrer par au moins un 
nucleotide et de preference entre 1 et de 1 ' ordre de 13 0 
nucleotides. 

De preference, la sequence nucleique homologue 
de l'extremite du vecteur clive comprise dans l'acide 
nucleique etiquette est caracterisee en ce qu'elle est 
complementaire d ' une sequence du vecteur bordee par une 
Thymidine (T) en 3 ' . 

Avantageusement , chaque sequence nucleique 
homologue d'une extremite du vecteur clive, comprise dans 
l'acide nucleique etiquette est suffisamment homologue pour 
s'hybrider a ladite extremite du vecteur clive a une 
temperature comprise entre 3 0 et 90°C, de preference entre 
30 et 70°C et tout pref erentiellement a une temperature de 
50°C. 

Un exemple d'un acide nucleique etiquette selon 
1' invention, hybride a l'extremite d'un vecteur clive, est 
represents a la figure 2 en annexe. Sur cette figure, on a 
represents en gras : 

- la base T qui borde l'extremite du vecteur 
clive complementaire de la sequence nucleique homologue de 
l'acide nucleique etiquette, et 

- la base G qui separe le fragment d'acide 
nucleique a inserer de la sequence nucleique homologue du 
vecteur clive. 

Tous les vecteurs notamment plasmidiques 
contenant avantageusement un marqueur de resistance a un 
antibiotique peuvent etre utilises dans la methode de 
1' invention. Le vecteur choisi doit etre clive au niveau 
d'un ou de deux sites de restriction, de fagon a etre 
linearise. Dans ie cas ou le vecteur est clive au niveau de 
deux sites de restriction, differents cu identiques, le 
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petit fragment libere lors de ce clivage doit etre elimine 
par purification du vecteur lineaire par tout moyen connu 
de l'homme du metier, comme par exemple une purification 
sur gel d' agarose, sur colonne de Sephacryl . 

Les etapes de copie (d) et de ligation 
eventuelle (e) de la methode de 1' invention, egalement 
designees con j ointement ci-apres "reaction combinee" ou 
"reaction combinee en chaine " , consiste a soumettre, apres 
la denaturation de 1 1 etape (b) et 1 ' hybridation de 1 ' etape 
(c) la molecule d'acide nucleique prepare a 1 ' etape (a) et 
le vecteur ciive, a 1 'action d ' une polymerase et d'une 
ligase thermos tables , ouis, avantageusement , a renouveler 
les etapes (b) a (e) selon une serie de cycles de 
temperature. Les etapes (d) et (e) peuvent etre realisees 
soit successivement soit sensiblement simul tanement apres 
les etape de denaturation puis d ' hybridation . 

La reaction combinee permet a la fois 

la replication totale du vecteur clive a 
partir d'une amorce constitute de l'extremite 3* de la 
molecule d'acide nucleique preparee a 1 1 etape (a), puis la 
ligation simple brin de l'extremite 3' nouvellement generee 
sur l'extremite 5', phosphorylee , de la molecule d'acide 
nucleique ayant servi d' amorce. 

- la replication du fragment d'acide nucleique 
a partir d'une amorce constitute par l'extremite du vecteur 
clive, puis ligation simple brin de l'extremite 
nouvellement generee sur l'extremite 5', phophorylee, du 
vecteur de la molecule d'acide nucleique. 

L ' etape de ligation peut etre supprimee, car 
elle est susceptible de s'ef fectuer natureliement , apres 
transformation, par les ligases des bacteries. Toutefois, 
1' absence de ligase thermostable dans la reaction est 
associee a une efficacite de clonage plus faible. 
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La synthese par une polymerase thermostable 
d'un brin representant la taille complete du vecteur peut 
etre difficile a realiser, aussi, selon une forme preferee 
de mise en oeuvre de la methode de 1 1 invention , 1 ' etape (d) 
est ef fectuee en presence de relais, c'est a dire des 
oligonuclot ides phosphoryles homoiogues de differentes 
parties du vecteur repartis de facon homogene sur chacun 
des deux brins du plasmide, a une distance entre eux de 500 
a 2000 paires de bases. 

Comme indique precedemment la molecule d'acide 
nucleique comprenant le fragment: d'acide nucleique a 
integrer dans un vecteur est preparee a 1' etape (a) par 
amplification dudit fragment par une reaction de 
polymerisation en chaine (PCR) a partir de deux 
oligonucleotides amorces, chacun compose de deux parties : 

- une partie 3 ' homologue a une extremite du 
fragment a inserer. 

- une partie 5', constituant l'acide nucleique 
etiquette, comprenant une sequence nucleique homologue a 
l'une des extremites d'un vecteur clive. 

Avantageusement , la partie 3' de chaque 
oligonucleotide amorce comprend de 5 a 20 nucleotides dont 
la sequence est suffisamment homologue a celie de chacune 
des extremites du fragment d'ADN pour s'hybrider a ladite 
extremite a une temperature comprise entre 30 et 90°C / et 
de preference environ 50°C. 

Comme indique precedemment, chaque acide 
nucleique etiquette entrant dans la constitution des 
oligonucleotides amorces comprend une sequence nucleique 
homologue de 1' extremite du vecteur clive qui est 
complementaire d'une sequence du vecteur bordee par une 
Thymidine (T) en 3 ' . 
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Egalement comme indique precedemment, chaque 
acide nucleique etiquette entrant dans la constitution des 
oligonucleotides amorces comprend une sequence nucleique 
homologue de I'extremite du vecteur clive, dont I'extremite 
3 ' : 

soit se termine au niveau du dernier 
nucleotide dudit vecteur clive, et alors 1' acide nucleique 
etiquette est constitute seulement de ladite sequence 
homologue a I'extremite du vecteur clive, 

soit est plus longue d' au moins un 
nucleotide que sa sequence homologue, et alors 1' acide 
nucleique etiquette est constitute de ladite sequence 
homologue a I'extremite du vecteur clive, prolonge en 3' 
d'au moins un nucleotide. 

Ainsi, chaque acide nucleique etiquette entrant 
dans la constitution des oligonucleotides amorces est 
constitue d 1 une sequence nucleique, de 1 * ordre de 10 a 150 
nucleotides et de preference de 1 ' ordre de 15 a 100 
nucleotides, homologue a l'une des extremites d 1 un vecteur 
clive, ladite sequence nucleique homologue etant 
eventuellement separee de la partie en 3 ' homologue a une 
extremite du fragment a inserer par au moins un nucleotide 
et de preference entre 1 et de'l'ordre de 130 nucleotide. 

Avan tageusemen t , chaque acide nucleique 
etiquette entrant dans la constitution des oligonucleotides 
amorces comprend une sequence nucleique homologue de 
I'extremite du vecteur clive qui est suffisamment homologue 
pour s'hybrider a ladite extremite du vecteur clive a une 
temperature comprise entre 3 0 et 90°C, de preference entre 
30 et 70°C et tout: pref erent iellement a une temperature de 
50°C. 

L 1 invention concerne done aussi les 
oligonucleotides constituant des amorces pour la 
preparation par PGR d 1 une molecule d' acide nucleique 
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contenant un fragment d* acide nucleique a inserer dans un 
vecteur clive, susceptible d'etre utilises dans la methode 
decrite precedemment . Un tel oligonucleotide est compose de 
deux parties : 

5 - une partie en 3 * homoiogue a une extremite du 

fragment a inserer, 

une partie en 5', constituant un acide 
nucleique etiquette, comprenant une sequence nucleique 
homoiogue a 1 1 une des extremites d'un vecteur clive. 

10 la partie 3' d'un tel oligonucleotide comprend 

de 5 a 20 nucleotides dont la sequence est suf f isamment 
homoiogue a celle d'une extremite du fragment d' acide 
nucleique pour s'hybrider a ladite extremite a une 
temperature comprise entre 30 et 90°C / et de preference 

15 environ 50°C. 

La partie 5' constituant 1* acide nucleique 
etiquette d'un tel oligonucleotide comprend une sequence 
nucleique homoiogue de 1 ' extremite d'un vecteur clive qui 
est complementaire d'une sequence du vecteur bordee par une 

20 Thymidine (T) en 3'. 

La partie 5' constituant 1' acide nucleique 
etiquette d'un tel oligonucleotide est avantageusement 
constitute d'une sequence nucleique, de 1 ' ordre de 10 a 150 
nucleotides et de preference de 1 ' ordre de 15 a 100 

25 nucleotides, homoiogue a 1 1 une des extremites d'un vecteur 

clive, ladite sequence nucleique homoiogue etant 
eventuellement separee de la partie en 3 ' homoiogue a une 
extremite du fragment a inserer par au moins un nucleotide 
et de preference entre 1 et de 1 ' ordre de 130 nucleotide. 

30 La partie 5' constituant 1' acide nucleique 

etiquette d'un tel oligonucleotide comprend de preference 
une sequence nucleique homoiogue de 1' extremite du vecteur 
clive qui est suf f isamment homoiogue pour s'hybrider a 
ladite extremite du vecteur clive a une temperature 
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comprise entre 30 et 90°C, de preference entre 30 et 70°C 
et tout pref erencieilement a une temperature de 50°C. 

L' invention concerne aussi une paire d' amorces 
utile pour une reaction d 1 amplification par PCR d * un 
5 fragment d'acide nucleique a inserer dans un vecteur clive 

constituee de deux oligonucleotides precedents, ainsi que 
le produit d * amplification obtenu par une reaction PCR mise 
en ceuvre avec ladite paire d' amorces. Un tel produit 
d ' amplification est plus particulierement celui prepare a 

10 l'etape (a) du procede de 1* invention, constituee d'une 

molecule d'acide nucleique double brin comprenant le 
fragment d'acide nucleique a inserer dans un vecteur, et en 
5' dudit fragment un premier acide nucleique etiquette 
comprenant une sequence nucleique complementaire de 

15 l'extremite 5' d ' un des brins d ' un vecteur clive, et en 3 ' 

dudit fragment un second acide nucleique etiquette 
comprenant une sequence nucleique complementaire de 
l'extremite 3* du meme brin dudit vecteur clive, 

20 La methode de 1 ' invention est remarquable en ce 

qu'elle peut etre utilisee pour inserer dans un vecteur un 
fragment d'acide nucleique inconnu ou heterogene, par 
exemple dans le cas de la preparation de banques d'ADN. Un 
tel fragment d'acide nucleique ne peut etre facilement 

25 amplifie par PCR en utilisanc des oligonucleotides 

flanquants. II est alors possible a l'etape (a) de preparer 
une molecule d'acide nucleique ■ comprenant a 1 ' une de ses 
extremites un adaptateur constitue par les premiere et 
seconde d'acide nucleique etiquette. Un exemple de 

30 preparation d'une molecule d'ADNc ayant des adaptateurs est 

represents a la figure 3. Ces adaptateurs peuvent etre 
ligues sur le fragment d'acide nucleique a inserer dans le 
vecteur par toute methode connue de 1 ' homme du metier. 

La methode de 1 ' invention est egalement utile 

35 pour la recherche des extremites 5' d'une sequence d'acide 
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nucleique. Dans ce cas on utilise pour la preparation de la 
molecule d'acide nucleique de i'etape (a) deux 
oligonucleotides composes chacun de deux parties : 

- une partie en 3 1 degeneree de facon a etre 
homoiogue de plusieurs sequences d'acides nucleiques, et 

- une partie en 5' ( designee precedemment acide 
nucleique etiquette, comprenant une sequence nucleique 
homoiogue a 1 ' une des extremites d'un vecteur clive. 

Afin d'augmenter le rendement de 1' insertion du 
fragment d'acide nucleique dans le vecteur, la methode de 
1' invention comprend la repetition des etapes : 

b) denaturation , 

c) hybridation, 

d) copie, 

e) ligation eventuelle, 

definissant un cycle de temperature 
correspondant chacune a la reaction consideree. 

La methode de 1 ' invention trouve de nombreuses 
applications comme bien entendu le sous-clonage de 
fragments d'ADN obtenus par PCR, ou encore par exemple la 
construction de banques d ' ADNc , la recherches d' extremites 
5' de genes partieliement clones, et la construction de 
combinaisons moleculaires complexes. 

L ' invention concerne aussi un kit pour la mise 
en oeuvre de la methode de 1' invention. Un tel kit comprend 
les produits suivants, proposes separement ou sous forme de 
melange : 

un vecteur plasmidique clive dans son 
polylinker au niveau d'un ou de preference de deux sites 
non compatibles, 

une serie d ' ol igonuc ieo nides relais 
complemencaires de regions du vecteur, 
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un tampon compatible avec l'activite 
simultanee d'une polymerase thermostable et d'une ligase 
thermostable, 

- une polymerase thermostable possedant de 
preference une activite exonucleasique addi tionnelle , 

- une ligase thermostable, 

- une quantite suffisante de chacun des quatre 
desoxyribo-nucleotides . 

- eventuellement , de bacteries competentes 
aptes a etre transf ormees . 

L 1 invention concerne egalement un kit pour la 
fabrication de banques d'ADNc mettant en oeuvre la methode 
d' insertion d'un fragment d'ADN dans un vecceur decrite 
precedement . II s'agit par exemple de construire une banque 
d'ADNc integre dans un plasmide, par exemple pBM.l, a 
partir d'ARN messager isole d'une lignee cellulaire ou d'un 
tissu. Un tel kit est compose des produits suivants, 
proposes separement ou sous forme de melange : 

- un vecteur plasmidique, clive dans son 
polylinker au niveau d'un ou de preference de deux sites 
non compatibles, 

une serie d ' oligonucleotides relais 
complementaires de regions du vecteur, 

- un oligonucleotide necessaire a la synthese 
du premier brin, 

- deux oligonucleotides homoiogues a chacun des 
brins de i ' une des extremites du vecteur clive, 
susceptibles d'etre ajoutes en tant qu ' adaptateurs a 1'ADNc 
une fois celui-ci synthetise, 

un tampon compatible avec l'activite 
simultanee d'une polymerase thermostable et d'une ligase 
thermostable, 

- une polymerase thermostable possedant de 
preference une activite exonucleasique additionnelle , 

- une ligase thermostable, 
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- une quantite suffisante de chacun des quatre 
desoxyribo-nucleotides . 

eventuellement, de bacteries competentes 
aptes a etre transf ormees . 

5 

La methode de 1 ' invention est egaiement utile 
pour la recherche des extremites 5' d'une sequence d'acide 
nucleique. Un kit pour la mise en cuvre de la methode de 
1' invention dans cette application est compose des produits 
10 suivants, proposes separement ou sous forme de melange : 

un vecteur plasmidique , clive dans son 
polylinker au niveau d'un ou de preference de deux sites 
non compatibles, 

une serie d ' oligonucleotides relais 
15 complementaires de regions du vecteur, 

- deux oligonucleotides composes chacun de deux 

parties : 

- une partie en 3 ' degeneree de f aeon a etre 
homologue de plusieurs sequences d'acides nucleiques, et 

20 - une partie en 5', designee precedemment acide 

nucleique etiquette, comprenant une sequence nucleique 
homologue a 1 1 une des extremites d'un vecteur clive. 

un tampon compatible avec 1'activite 
simultanee d'une polymerase thermostable et d'une ligase 

25 thermostable, 

- une polymerase thermostable possedant de 
preference une activite exonucleasique addi tionnelle , 

- une ligase thermostable, 

- une quantite suffisante de chacun des quatre 
30 desoxyribo-nucleotides . 

eventuellement, de bacteries competentes 
aptes a etre transf ormees . 



35 



D'autres avantages et carac t eri s niques de 
1' invention apparai tronc des exemples qui suivent qui se 
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rapportent la preparation de molecule d'acide nucleique 
comprenanc ie fragment d'acide nucleique a inserer, et a 
des applications de la methode de 1 ' invention : 

- insertion simple d ' un produit de PCR, 

5 - preparation d'une construction complexe, 

- sous-clonage de mutants obtenus obtenus par 
PCR chevauchances, 

- fusion de proteine, 

- cas d'une PCR utilisant des oligonucleotides 

10 degeneres, 

insertion d'une banque d ' ADNc dans le 

plasmide pBM. 1 . 

E xemple 1 : Preparation de molecule d'acide 
15 nucleique comprenant le fragment d'acide nucleique a 

inserer . 

Le segment d'ADN de sequence connue est insere 
dans le plasmide par PCR en utilisant des oligonucleotides 
amorces constitues en deux parties tels que decrits 

20 precedemment . La qualite de cette amplification peut etre 

verifiee en faisant migrer une partie du produit de PCR sur 
un gel d' agarose, et en observant la presence d'une bande 
d'ADN a la taille attendue. Pour eviter tout risque 
d ' inter ference des oligonucleotides residuels lors des 

25 etapes ulterieures, il peut etre necessaire de purifier le 

produit de PCR par 1 ' une des techniques classiques de 
purification sur gel ou sur colonne de sephacryl, etc... 

Dans un autre mode de mise en ceuvre de la 
30 methode de 1' invention, les fragments d'ADN a inserer sont 

des ADNc , fabriques a partir d ' ARNm , de sequences 
inconnues . Dans ce cas des adaptateurs oligonucieotidiques 
peuvent leur etre ajoutes de telle sorte qu'un des 
adaptateurs est homologue a I'une des extremites du 
35 plasmide dans lequei est insere chacun de ces fragments 
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d'ADN, et le second adaptateur est homologue a 1' autre 
extremites du plasmide dans leguel est insere chacun de ces 
fragments d'ADN. 

5 La seconde etape consiste a effectuer une 

reaction combinee en utilisant comme matrice fractionnee 
d'une part le vecteur clive comme decrit precedemment , et 
d' autre part le produit de PCR. On ajoute a cette matrice, 
les enzymes necessaires a 1'activite recherchee, polymerase 

10 thermostable contenant une exonuclease et ligase 

thermostable, leurs tampons et substrats, ainsi qu'une 
serie d ' oligonucleotides phosphoryies complementaires en 
plusieurs points du plasmide, destines a servir de relais 
lors de la reaction combinee, 1'efficacite de cette 

15 activite decroissant fortement avec la longueur du brin a 

synthetiser . 

Un exemple de melange de reaction est le 

suivant : 

Produit de PCR 5 yl 

20 Vecteur clive purifie (100 ng/yl) 1 yl 

Vent Polymerase (5 U) 0 , 5ul 

Tth ligase (40 U) 0, 5 \il 

Tampon 10X Taq Pol 1,25 yl 

Tampon 5X Tth Ligase 2,5 pi 

25 Melange de relais 12 x 5 pmoles/yl 2 yl 

dNTP 2,5 ninoles / yl 0,5 pi 

Eau desionisee 11,75 yl 



30 



Total 25 yl 



Le melange esc ensuite soumis a une serie de 
cycle de temperature, tels que [(94°, 1') ; (50°, 1'} ; 
(72°, 5' ) ] . 
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A 1' issue de cette reaction combinee, tout ou 
partie du melange de reaction est directement transforme en 
bacteries competences en utilisant 1'une des techniques 
classiques de transformation. Les bacteries sont ensuite 
5 etalees sur un milieu solide contenant ie milieu selectif 

correspondant au gene de resistance du plasmide employe. 

Apres une periode d' incubation adequate, les 
colonies bacteriennes sont individuellement examinees soit 
par minipr epar a t i on d'ADN plasmidique soit, 
10 avantageusement , par PCR sur colonies. La presence d'un 

insert correspondant a la taille attendue est alors 
detectee par migration elec trophoretique de i'ADN sur gel 
d' agarose . 

15 Exemple 2 : Insertion simple d'un produit de 

PCR . 

Cet exemple correspond a 1 ' utilisation la plus 
simple de la methode de 1' invention. Dans cet exemple, une 

20 grande quantite d'un vecteur plasmidique est preparee de 

telle sorte a pouvoir etre utilisee dans ie cadre de la 
presente technique, et pourra ainsi etre utilisee pour un 
grand nombre d' insertion de fragment d'ADN independants . 
Cet exemple s'adapte parfaitement a la realisation de kits 

25 de clonage de fragment: d'ADN, notammenc obtenu apres une 

amplification par PCR. 

1) Preparation du vecteur . 

pBM.l est un vecteur plasmidique d'une taille 

3 0 de 4 kb. 

Un microgramme de ce plasmide est simul tanement 
digere par les deux enzymes de restriction Xhol et EcoRI, 
dont des sites uniques sont presents au niveau du 
polylinker du plasmide, dans des conditions standard. 
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Ce produit de digestion est ensuice purifie en 
utilisant une colonne de Sephacryl, de faccn eliminer du 
melange les pecits fragments issus de la double digestion, 
potentiellement nuisibles. La preparation piasmidique est 
5 ensuite ajustee a 100 ng/ul. 
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2 ) Choix des oligonucleotides . 

Les sequences des amorces necessaires a 
1 ' amplification par PCR du gene a inserer dans le plasmide 

10 et les sequences des deux extremites du plasmide pBM.l 

clive par Xhol et EcoRI etant connues, la sequence des 
oligonucleotides a employer dans le cadre de la presente 
invention peut etre determinee. 

La partie 3' de ces oligonucleotides est fixee 

15 par la sequence du fragment d ' ADN a inserer. Dans le 

present exemple, 11 s'agit du gene de resistance a 
1 ' ampicilline , present sur le plasmide SK-r (Catalogue 
Stratagene 97/98 p312), entre deux oligonucleotides 
distants d' environ 700 bases l'un de 1'autre, et 

20 antiparalleles . 

La partie 5' de ces oligonucleotides est fixee 
par la sequence des extremites du plasmide pBM.l clive, et 
est en outre definie par le fait qu'elle ceborde cette 
extremite (de un nucleotide dans l'exemple present), et que 

25 le premier nucleotide en amont du site de sa liaison sur sa 

sequence comp 1 emen taire est pref erentiel lement une 
thymidine. Deux parties 5' distinctes sont definies, l'une 
etant complemen taire de 1' extremite Xhol du vecteur, 
1'autre de son extremite EcoRI. 

30 La partie 5' Xhol a ete associee a la partie 3' 

Amp A de fagon a obtenir un oligonucleotide d' environ 40 
bases, et nomme FF32. La partie 5' EcoRI a ece associee a 
la partie 3' AmpB de fagon a obtenir un oligonucleotide 
d' environ 40 bases, et nomme FF34. 
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3 ) Reaction de PCR . 

Une reaction de PCR est realisee en utilisant 
le plasmide SK+ et les oligonucleotides FF32 et FF34. 
Vingt-cinq cycles de temperature [(94°, 1') ; (50°, 1') ; 
5 (72°, 1')] sont effectues en presence de 5 unites de 

polymerase Vent (New England Biolabs) et des concentrations 
en ions et en dNTP compatibles avec l'activite de cette 
enzyme . 

L'efficacite de cette reaction de PCR est 
10 controlee par electrophorese en gel d' agarose d'une partie 

du produit de cette reaction. 

4 ) Reaction combinee en chaine . 

Une reaction combinee en chaine est realisee 
15 selon le protocole suivant : 

Produit de PCR 5 pi 

pBM.l clive et purifie (100 ng/pl ) 1 pi 

Vent Polymerase (5 U) 0 , 5pl 

Tth ligase (40 U) 0,5 ul 

20 Tampon 10X Taq Pol 1,25 ul 

Tampon 5X Tth Ligase 2,5 yl 

Melange de relais 12 x 5 pmoles/ul 2 ul 

dNTP 2,5 nmoles /pi 0,5 ul 

Eau desionisee 11,75 pi 

25 



30 



Total 25 pi 

Ce melange de reaction est soumis a 12 cycles 
de temperature [(94°, 1') ; (50°, 1') ; (72°, 5')]. 

5 ) Transformation ■ du produit de reaction 

combinee . 

Dix microlitres de ce melange de reaction sont 
preleves et transformes dans des bacteries competentes de 
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la souche DH10B en utilisant un prococole classique de 
transformation par choc thermique. 

Le melange de transformation esc ensuite etale 
sur une boite de petri supportant un milieu solide 
contenant une concentration optimale de Kanamycine, et 
incubees au moins 16 heures . 

6) Examen individuel des colonies . 

Vingt-quatre des colonies bacteriennes 
presentes sur la boite de petri a 1 ' issue de 1 ' incubation 
sont prelevees et testees pour la presence d'un insert au 
niveau du polylinker par la technique de la PCR sur 
colonies, en utilisant des oligonucleotides fianquants. La 
detection d' inserts au niveau du polylinker se fait par 
electrophorese des produits de PCR sur colonies. 

Les resultats ce cette electrophorese 
permettent d' identifier 11 colonies sur 24 contenant un 
insert au niveau du polylinker. 

Le sequengage complet de 1' insert present au 
niveau de deux de ces colonies bacteriennes confirme que 
1' insertion du fragment d'ADN en utilisant la technique de 
l'invention s'est deroulee sans ajout ni retrait de 
nucleotides au niveau des jonctions. 

Exemple 3 : Preparation d ' une construction 

complexe . 

Cet exemple fait reference au precedent, mais 
en differe en ce que, a 1 ' etape 2), six oligonucleotides 
sont determines de fagon a obtenir une construction 
composee de trois fragments de PCR amplifies de telle sorte 
que leurs extremites soient homoiogues deux a deux comme 
montre sur la representation schematique donnee a la figure 
5 en annexe) . 
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La troisieme etape du protocole est dans cet 
exemple constitue de trois PCR independantes effectuees 
avec trois paires d ' oligonucleotides et trois matrices 
differentes, comme montre a la figure 5 en annexe. 

Cinq microlitres de chacun de ces trois 
produits de PCR sont melanges, et les autres reactifs 
necessaires a effectuer la reaction combinee telle que 
decrite dans 1' exemple precedent leur sont ajoutes. 

Le protocole est ensuite identique a celui de. 
1' exemple precedent. 30% des colonies examinees contiennent 
un insert compose de la succession des trois fragments de 
PCR telle qu 'explicitee a la figure 5. 

Exemple 4 : Sous-clonaqe de mutants obtenus 
obtenus par PCR chevauchantes . 

Une technique de mutagenese utilisee par un 
grand nombre de laboratoires implique la realisation de 
deux produits de PCR, dont les extremites sont homologues 
et constitutes par un oligonucleotide contenant la mutation 
desiree. Dans un deuxieme temps, les deux produits de PCR 
sont tradi tionnel lement utilises comme matrice dans une 
seconde reaction de PCR, chevauchante au niveau des 
extremites homologues, et en utilisant des oligonucleotides 
flanquant 1' ensemble. Ce grand produit de PCR est ensuite 
sous-clone dans un plasmide. 

La mechode de 1' invention presente une 
amelioration de cette technique, permettant de grouper les 
etapes de PCR chevauchante et de sous-clonage . Cet exemple 
est proche des deux precedents, et respecte 1 ' ordre et la 
composition de leurs etapes. 

Toutefcis, dans la seconde etape, le choix des 
oligonucleotides fait intervenir, outre les deux 
oligonucleotides decries dans 1 ' exemple 3, deux 
oligonucleotides internes au fragment a muter, contenant la 
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mutation desiree, en complementaires , nommes ici MutA et 
MutB (figure 6) . 

Dans la troisieme etape, deux reactions de PCR 
sont effectuees en utiiisant comme matrice le fragment 
d'ADN dans iequel introduire une mutation, la premiere au 
moyen des oligonucleotides FF32 et MutA, la seconde au 
moyen des oligonucleotides FF34 et MutB. 

Dans la quatrieme etape, les deux produits de 
PCR sont melanges, et ce melange est complete de fagon a 
etre le support d'une reaction combinee, selon le protocole 
decrit dans les premier et second exemples . 

La suite du protocole est identique, et permet 
1'obtention directe du fragment d'ADN mute sous-clone dans 
le plasmide p3M.l. 

Exemple 5 : Fusion de proteine . 

Dans cet exemple, on cherche a fusionner sans 
disruption de phase codante, deux domaines de deux 
proteines differentes. La construction d'ADN doit done se 
faire au nucleotide pres, ce qui est difficile a realiser 
par des techniques autres que celie de la presente 
invention . 

Le gene codant pour la proteine X est clone 
dans le vecteur pBM.l, 1' ensemble etant dans la suite 
appele pBM.l-X. Le gene codant pour la proteine Y n'est pas 
insere dans le plasmide pBM.l. 

1 ) Preparation du vecteur . 

Le vecteur pBM.l-X est clive d'une premiere 
part au niveau du site unique de restriction le plus proche 
du site de jonction, 1 ' enzyme de restriction utilisee etant 
dans la suite appelee enzl. D'une seconde part, ce vecteur 
est clive au niveau du site du polylinker tel que le 
fragment du gene de la proteine X a eiiminer soit borne par 
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les deux sites de clivage. L ' enzyme de restriction utilisee 
pour ce second clivage est baptisee enz2 . 

Le vecteur est ensuite isole de la partie du 
gene A a eliminer par purification sur gel, en utilisant 
5 l'une ou 1' autre des multiples technique de purification de 

l'ADN a partir de la bande d' agarose. 



2 ) Choix des oligonucleotides . 

Les deux oligonucleotides utilises dans cet 

10 exemple sont chacun constitues de deux parties. Leur partie 

3' permet 1 ' ampli f ication du fragment d'ADN desire en 
utilisant le gene de ia proteine Y comme matrice. Leurs 
extremites 5' sont homologues aux extremites du vecteur 
pBM. 1-X Enzl Enz2 . 

15 Le schema de la jonction enz2 est comparable 

aux jonctions decrites dans le second exemple. 

La jonction enzl est legerement differente, en 
ce que la jonction entre le gene de la proteine X et celui 
de la proteine Y , tel que prealablement determine, peut se 

20 situer a une distance nucleot idique relativement plus 

importante que dans le cas de 1' exemple 2. Cette distance 
est comblee par 1 ' oligonucleotide utilise. Ainsi, le second 
oligonucleotide pourra contenir jusqu'a cent nucleotides, 
necessaires a effectuer la jonction entre X et Y d'une 

25 part, et la position du site enzl d'autre part. 

A la troisieme etape, la PCR est realisee en 
utilisant les deux oligonucleotides tels que decrits 
precedemment , l'un etant potentiellement beaucoup plus long 
que 1 'autre. Hormis cette particularity, cette etape se 

30 deroule sensiblement pareil lement a la troisieme etape du 

deuxieme exemple. 

Les quatrieme, cinquieme et sixieme etapes se 
deroulent d'une facon comparable aux etapes correspondantes 
dans 1 ' exemple 2 . 
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Exempie 6 : Cas d'une PCR utilisant des 
oligonucleotides degeneres . 



Dans cet exempie, deux oligonucleotides, chacun 
compose de deux parties, sont utilises, d'une fagon 
analogue a celle decrite dans 1' exempie 2. La difference 
majeure reside dans le fait que la partie 3' de l'un de ces 
deux oligonucleotides est degeneree, c'est a dire qu'elle 
contient une serie de 5 a 40, et de preference environ 20 
nucleotides aleatoirement constiuues a certaines de ses 
positions, ou a chacune, d ' un melange des quatre 
nucleotides . 

Cet exempie s ' adapte notamment au cas ou un 
experimentateur connait la sequence d'une partie seulement 
d'un gene, et ou il cherche a isoler la partie qui ne lui 
est pas encore connue. Cet exempie s' adapte plus 
particulierement au cas ou un experimentateur a deja isole 
et sequence la partie 3' d'un gene par exempie apres 
criblage d'une banque d'ADNc, cherchant alors a isoler la 
partie 5' de ce meme gene. 



1 ) Preparation du vecteur . 

La premiere etape est identique a celle de 

1 ' exempie 2 . 



2 ) Choix des oligonucleotides . 

Deux oligonucleotides consticues chacun de deux 
parties doivent etre determinee. Leurs parties 5' sont 
identiques a celles decrites dans 1 ' exempie 2. Leurs 
parties 3' sont pour 1 ' une homologue a une partie de la 
sequence connue. Pour 1' autre, cette sequence est 
constitute d'une serie de nucleotides degeneres. 

Chacune de ces deux parties 3 ' est associee 
indi f f eremment a 1 ' une ou 1 ' autre des parties 3'. Par 
exempie, 1'oligo nucleotide degenere est assccie a 
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1 ' oligonucleotide Xhol, tandis que 1 ' oligonucleotide 
homoiogue a la partie connue de la sequence est associe a 
1 ' oligonucleotide EcoRI . 



5' 3) Amplification par PCR . 

Une PCR est realisee en utilisant comme inatrice 
un melange d'ADN contenant le fragment d'ADN recherche, et 
de preference l'ADN complementaire ou genomique purifie a 
partir d'un tissu ou d'une lignee cellulaire dans lequel le 
10 gene correspondant a la sequence recherchee esu exprime. 

Le produit de cette PCR peut etre observe par 
electrophorese sur gel d' agarose. L ' observation de bandes 
distinctes indique que la sequence recherchee a 
probablement ete amplifiee. 
15 Les quatrieme, cinquieme et sixieme etapes sont 

identiques a celles decrites dans l'exemple 2. 

A 1 ' issue de cette serie d'etapes, L'ADN 
plasmidique de certaines colonies bacteriennes , selectionne 
sur le critere de la presence d'une insertion d'ADN au 
20 niveau du polylinker du vecteur, peut etre sequence. Cette 

sequence peut correspondre a la sequence recherchee. 



25 



Exempie 7 : Insertion d'une banque d'ADNc dans 
le plasmide pBM.l . 



Dans cet exempie, il ne s'agit pas d'inserer un 
unique fragment d'ADN dans un vecteur clive en purifie 
comme dans les exemples precedents, mais d'y inserer une 
banque- d'ADN, c'est a dire un melange heterogene de 
3 0 fragments d'ADN. 

1 ) Preparation du vecteur . 

La premiere etape est identique a celle decrite 
dans le deuxieme exempie. 
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2 ) Preparation d 1 ADNc homoloque a ses 
extremites au plasmide ciive et purifie . 

Apres avoir extrait de l'ARNm d'un tissu ou 
d'une iignee cellulaire, un premier brin d ' ADNc est 
synthetise selon I'une des procedure classique, en 
utilisant comme amorce un oligonucleotide compose de deux 
parties. La partie 3' de cet oligonucleotide est compose de 
plusieurs thymidines (entre 5 et 50, et de preference 
environ 20). Cette partie 3' est destinee a s'hybrider sur 
la queue poly-A des ARNm . La partie 5' de cet 
oligonucleotide est homologue a l'extremite EcoRI du 
plasmide pBM.l, et ia deborde d'un nucleotide. En cutre, en 
5' de partie 5' est ajoutee un site de restriction rare, 
(tel que Swal) . 

Le second brin de 1'ADNc est ensuite synthetise 
selon l'une ou 1 ' autre des techniques connues par 1 ' homme 
du metier. 

Des adaptateurs, constitues d ' oligonucleotides 
double-brin sont lies a cet ADNc selon une procedure de 
ligation classique. Ces adaptateurs se liguent 
indif f eremment du cote 5' et du cote 3' de l'ADNc. 

Les ADNc ainsi obtenus sont ensuite digeres par 
1' enzyme Swal, de facon a exciser spec i f iquement 
l'adaptateur lie en 3 ' , indesirable. 

Une reaction combinee en chaine est ensuite 
realisee comme a 1 ' etape 4 de 1 ' exemple 2. 

Le produit de cette reaction est ensuite 
transforme dans des bacteries competences en utilisant de 
preference la technique de 1 ' electroporation , connue pour 
donner une efficacite de transformation optimale. 

Un echantillon de ce melange de transformation 
peut etre preleve, depose sur un milieu solide contenant de 
la Kanamycine, et etudie par exemple par PCR sur colonies, 
comme decrit dans 1 ' exemple 2, de facon a escimer le titre 
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et la frequence dans ce melange de bacteries contenant un 
insert d'ADNc. 

Cette banque d'ADNc est ensuite destinee a etre 
criblee par n'importe quelle technique connue de 1 ' homme du 
5 metier, et nocamment par utilisation d'une sonde marquee ou 

d' anticorps couples . 



WO 00/71730 



28 



PCT/FR00/01349 



REVINDICATIONS 

1) Methode d' insertion d'un fragment d'acide 
nucleique dans un vecteur, caracterisee en ce qu'elle 
comprend les etapes suivantes : 

a) on prepare une molecule d'acide nucleique 
double brin comprenant le fragment d'acide nucleique a 
inserer dans un vecteur, et en 5 ' dudit fragment un premier 
acide nucleique etiquette comprenant une sequence nucleique 
complementaire de l'extremite 5' d ' un des brins d'un 
vecteur clive, et en 3' dudit fragment un second acide 
nucleique etiquette comprenant une sequence nucleique 
complementaire de l'extremite 3' du meme brin dudit vecteur 
clive, 

b) on denature ladite molecule d'acide 
nucleique et un vecteur clive dont les extremities 5 1 et 3 1 
de l'un des brin sont complementaires desdits premier et 
second acides nucleiques etiquettes, 

c) on incube ladite molecule d'acide nucleique 
avec le vecteur clive dont les extremites 5 ' et 3' sont 
complementaires des premier et second acides nucleiques 
etiquettes, dans des conditions permettant 1 ' hybridation 
desdits premier ec second acides nucleiques etiquettes sur 
le vecteur clive, 

d) on copie : 

- d'une part, le vecteur clive dans le sens 5' 
vers 3' a partir de l'extremite 3' du second acide 
nucleique etiquette hybride a l'extremite 3' du vecteur 
clive, et 

d' autre part, le fragment d'acide nucleique 
dans le sens 5' vers 3' a partir de l'extremite 3' du 
vecteur clive, 

e) eventuellement on ligature : 

d'une part, l'extremite 3' du brin 
neosynthe t ise avec comme matrice le vecteur, avec 
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1' extremite 5' du premier acide nucleique etiquette hybride 
a 1* extremite 5' du vecteur clive, et 

d' autre part, 1' extremite 3' du brin 
neosynthetise avec comme matrice le fragment a inserer, 
avec 1' extremite 5' du vecteur clive, 

f) eventuellement on repete les etapes (b) a 

(e) , 

g) eventuellement, on transforme un hdte 
cellulaire pour selectionner les vecteurs ayant integre le 
fragment d' acide nucleique. 

2) Methode d' insertion d 1 un fragment d* acide 
nucleique dans un vecteur selon la r evendica t ion 1, 
caracterisee en ce que a 1 * etape (a) on prepare une 
molecule d' acide nucleique comprenant : 

- le fragment d' acide nucleique a inserer dans 

un vecteur, 

de part et d' autre dudit fragment, une 
molecule d' acide nucleique etiquette constitute d'une 
sequence nucleique, de 1 ' ordre de 10 a 150 nucleotides et 
de preference de 1 ' ordre de 15 a 100 nucleotides, homologue 
a rune des extremities d'un vecteur clive, ladite sequence 
nucleique homologue etant eventuellement separee du 
fragment d' acide nucleique a integrer par au moins un 
nucleotide et de preference entre 1 et de 1 ' ordre de 130 
nucleotides . 

3) Methode d' insertion d'un fragment d' acide 
nucleique dans un vecteur selon la revendicat ion 2, 
caracterisee en ce que la sequence nucleique homologue de 
1 'extremite du vecteur clive comprise dans l'acide 
nucleique etiquette est complementaire d'une sequence du 
vecteur bordee par une Thymidine (T) en 3'. 
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4) Methode d' insertion d'un fragment d'acide 
nucleique dans un vecteur selon l'une des revendications 1 
a 3, caracterisee en ce que chaque sequence nucleique 
homologue d 1 une extremite du vecteur clive, comprise dans 

5 l'acide nucleique etiquette, est suf f isamment homologue 

pour s'hybrider a ladite extremite du vecteur clive a une 
temperature comprise entre 30 et 90°C, de preference entre 
30 et 70°C et tout pref erentiellement a une temperature de 
50°C. 

10 

5) Methode d' insertion d 1 un fragment d'acide 
nucleique dans un vecteur selon l'une des quelconque des 
revendications 1 a 4, caracterisee en ce que 1 ' etape (a) la 
molecule d'acide nucleique est preparee par amplification 

15 du fragment d'acide nucleique a inserer dans le vecteur par 

une reaction de polymerisation en chaine (PCR) a partir de 
deux oligonucleotides amorces comportant chacun une partie 
en 5' constituant l'acide nucleique etiquette, dont 
1' extremite 3' de la sequence nucleique homologue de 

20 1' extremite du vecteur clive : 

soit se termine au niveau du dernier 
nucleotide dudit vecteur clive, et aiors l'acide nucleique 
etiquette est constitue seulement de ladite sequence 
homologue a 1' extremite du vecteur clive, 

25 - soit est plus iongue d' au moins un 

nucleotide, et alors l'acide nucleique etiquette est 
constitue de ladite sequence homologue a 1' extremite du 
vecteur clive, prolonge en 3' d ' au moins un nucleotide. 
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6) Methode d' insertion d ' un fragment d'acide 
nucleique dans un vecteur selon l'une quelconque des 
revendications 1 a 5, caracterisee en ce que ie • vecteur est 
un vecteur plasmidique contenant avantageusement un 
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marqueur de resistance a un antibiotique , et qui est clive 
au niveau d'un ou de deux sites de restriction. 

7) Methode d' insertion d'un fragment d'acide 
5 nucleique dans un vecteur selon 1 ' une quelconque des 

revendications 1 a 6, caracterisee en ce que les etapes de 
copie (d) et de ligation (e) consiste a soumettre, apres la 
denaturation de 1 * etape (b) et 1 ' hybridation de 1' etape (c) 
la molecule d'acide nucleique prepare a l'etape (a) et le 
10 vecteur clive, a 1* action d'une polymerase et d'une ligase 

thermostables . 

8) Methode d' insertion d * un fragment d'acide 
nucleique dans un vecteur selon 1 'une quelconque des 

15 revendications 1 a 7, caracterisee en ce que les etapes de 

copie (d) et de ligation (e) sont realisees soit 
successivement soit sensiblement s imul tanement . 

9) Methode d' insertion d'un fragment d'acide 
20 nucleique dans un vecteur selon 1 'une quelconque des 

revendications 1 a 8, caracterisee en ce que l'etape (d) 
est effectuee en presence d 1 ol igonuclo tides relais 
phosphoryles homoiogues de differences parties du vecteur 
et repartis de fagon homogene sur chacun des deux brins du 
25 plasmide, a une distance entre eux de 500 a 2000 paires de 

bases . 

10} Methode d' insertion d'un fragment d'acide 
nucleique dans un vecteur selon l'une. quelconque des 

30 revendications 1 a 9, caracterisee en ce que a l'etape (a) 

la molecule d'acide nucleique est preparee par 
amplification du fragment d'acide nucleique a inserer dans 
le vecteur par une reaction de polymerisation en chaine 
(PCR) a partir de deux oligonucleotides amorces, chacun de 

35 ces oligonucleotides etant compose de deux parties : 
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- une par tie en 3 1 homologue a une extremite du 
fragment a inserer, 

une partie en 5', constituant l'acide 
nucleique etiquette, comprenant une sequence nucleique 
5 homologue a 1 ' une des extremites d'un vecteur clive. 

11) Methode d' insertion d'un fragment d'acide 
nucleique dans un vecteur selon la revendication 10, 
caracterisee en ce que la partie 3 1 de chaque 

10 oligonucleotide amorce comprend de 5 a 20 nucleotides dont 

la sequence est suffisamment homologue $. celle de chacune 
des extremites du fragment d'acide nucleique pour 
s'hybrider a ladite extremite a une temperature comprise 
entre 30 et 90°C , et de preference environ 50°C. 

15 

12) Methode d' insertion d'un fragment d'acide 
nucleique dans un vecteur selon 1 ' une des revendications 10 
ou 11, caracterisee en ce que la partie 5' de chaque 
oligonucleotide amorce constituant l'acide nucleique 

20 etiquette comprend une sequence nucleique homologue de 

1' extremite du vecteur clive qui est complementaire d'une 
sequence du vecteur bordee par une Thymidine (T) en 3'. 

13) Methode d* insertion d'un fragment d'acide 
25 nucleique dans un vecteur selon 1 * une des revendications 10 

a 12, caracterisee en ce que la partie 5' de chaque 
oligonucleotide amorce constituant l'acide nucleique 
etiquette est constitute d'une sequence nucleique, de 
I'ordre de 10 a 150 nucleotides et de preference de 1 ' ordre 

30 de 15 a 100 nucleotides, homologue a 1 ' une des extremites 

d'un vecteur clive, ladite sequence nucleique homologue 
etant eventuellement separee de la partie en 3 ' homologue 
a une extremite du fragment a inserer par au moins un 
nucleotide et de preference entre 1 et de I'ordre de 130 

35 nucleotides. 
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14) Methode d' insertion d'un fragment d'acide 
nucleique dans un vecteur selon 1 ' une des revendications 10 
a 13, caracterisee en ce que la partie 5' de chaque 
oligonucleotide amorce constituant I'acide nucleique 
etiquette comprend une sequence nucleique homologue de 
l'extremite du vecteur clive qui est suffisamment homologue 
pour s'hybrider a ladite extremite du vecteur clive a une 
temperature comprise entre 30 et 90°C, de preference entre 
30 et 70°C et tout pref erentiellement a une temperature de 
50°C. 

15) Un kit pour la mise en ceuvre d'une methode 
selon 1 ' une quelconque des revendications 1 a 14, 
caracterise en ce qu ' il comprend les produits suivants, 
proposes separement ou sous forme de melange : 

un vecteur plasmidique clive dans son 
polylinker au niveau d'un ou de preference de deux sites 
non compatibles, 

une serie d ' oligonucleotides relais 
complementaires de regions du vecteur, 

un tampon compatible avec l'activite 
simultanee d'une polymerase thermostable et d'une ligase 
thermostable, 

- une polymerase thermostable possedant de 
preference une activite exonucleasique addi tionnelle , 

- une ligase thermostable, 

- une quantite suffisante de chacun des quatre 
desoxyribo-nucleotides . 

- eventuellement , de bacteries competentes 
aptes a etre transf ormees . 

16) Utilisation d'une methode selon 1 ' une 
quelconque des revendications 1 a 14, pour la fabrication 
de banques d'ADNc. 
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17) Un kit pour la mise en ceuvre d'une methode 
selon l'une quelconque des revendicat ions 1 a 14 appliquee 
a la fabrication de banque d ' ADNc , caracterise en ce qu'il 
comprend les produits suivants, proposes separement ou sous 

5 forme de melange : 

un vecteur plasmidique, clive dans son 
polylinker au niveau d'un ou de preference de deux sites 
non compatibles, 

une serie d ' oligonucleotides relais 
10 complementaires de regions du vecteur, 

- un oligonucleotide necessaire a la synthese 
du premier brin, 

- deux oligonucleotides homologues a chacun des 
brins de l'une des extremites du vecteur clive, 

15 susceptibles d'etre ajoutes en tant qu ' adaptateurs a l'ADNc 

une fois celui-ci synthetise, 

un tampon compatible avec l'activite 
simultanee d'une polymerase thermostable et d'une ligase 
thermostable, 

20 - une polymerase thermostable possedant de 

preference une activite exonucleasique addi tionnelle , 

- une ligase thermostable, 

- une quantite suffisante de chacun des quatre 
desoxyribo-nucleotides . 

25 - eventuellement , de bacteries competentes 

aptes a etre transf ormees . 

18) Utilisation d'une methode selon l'une 
quelconque des revendica tions 1 a 14, pour inserer un 

30 fragment d'acide nucleique inconnu ou heterogene dans un 

vecteur . 
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19) Utilisation d'une methode selon l'une 
quelconque des revendications 1 a 14, pour la recherche des 
extremices 5' d'une sequence d'acide nucleique. 
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20) Utilisation selon la revendicat ion 19, 
caracterisee en ce que les deux oligonucleotides amorces 
mis en oeuvre pour la preparation de la molecule d'acide 
nucleique de l'etape (a) sont composes chacun de deux 
parties : 

- une partie en 3 ' degeneree de f agon a etre 
homologue de plusieurs sequences d'acides nucleiques, et 

- une partie en 5', constituant l'acide 
nucleique etiquette, comprenant une sequence nucleique 
homologue a l'une des extremites d'un vecteur clive. 

21) Un kit pour la mise en oeuvre d'une methode 
selon l'une guelconque des revendications 1 a 14 appliquee 
a la recherche des extremites 5' d'une sequence d'acide 
nucleique, caracterise en ce qu'il comprend les produits 
suivants, proposes separernent ou sous forme de melange : 

un vecteur plasmidique, clive dans son 
polylinker au niveau d'un ou de preference de deux sites 
non compatibles, 

une serie d 1 oligonucleotides relais 
complementaires de regions du vecteur, 

- deux oligonucleotides composes chacun de deux 

parties : 

- une partie en 3 ' degeneree de fagon a etre 
homologue de plusieurs sequences d'acides nucleiques, et 

- une partie en 5', constituant l'acide 
nucleique etiquette, comprenant une sequence nucleique 
homologue a l'une des extremites d'un vecteur clive. 

un tampon compatible avec l'activite 
simultanee d'une polymerase thermostable et d'une ligase 
thermostable, 

- une polymerase thermostable possedant de 
preference une activite exonucleasique additionnelle, 

- une ligase thermostable, 
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- une quantite suffisante de chacun des quatre 
desoxyribo-nucleotides . 

- eventuellement , de bacteries competentes 
aptes a etre transf ormees . 

22) Un oligonucleotide constituant une amorce 
pour la preparation par PCR d 1 une molecule d'acide 
nucleique contenant un fragment d'acide nucleique a inserer 
dans un vecteur, susceptible d'etre utilise dans une 
methode selon 1 'une quelconque des revendicat ion 1 a 14, 
caracterisee en ce que chacun ledit oligonucleotide est 
compose de deux parties : 

- une partie en 3 * homolcgue a une extremite du 
fragment a inserer, 

- une partie en 5', constituant un acide 
nucleique etiquette, comprenant une sequence nucleique 
homologue a 1 ' une des extremites d'un vecteur clive. 

23) Un oligonucleotide selon la revendication 
22, caracterise en ce la partie 3' comprend de 5 a 20 
nucleotides dont la sequence est suffisamment homologue a 
celle d'une extremite du fragment d'acide nucleique pour 
s'hybrider a ladite extremite a une temperature comprise 
entre 30 et 90°C, et de preference environ 50°C. 

24) Un oligonucleotide selon 1 1 une des 
revendications 22 ou 23, caracterise en ce que la partie 5' 
constituant 1' acide nucleique etiquette comprend une 
sequence nucleique homologue de i' extremite d'un vecteur 
clive qui est complementaire d'une sequence du vecteur 
bordee par une Thymidine (T) en 3 ' . 

25) Un oligonucleotide selon 1 1 une des 
revendications 22 a 24, caracterise en ce que la partie 5' 
constituant 1' acide nucleique eciquette est constitute 
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d'une sequence nucleique, de 1 ' ordre de 10 a 150 
nucleotides et de preference de 1 1 ordre de 15 a 100 
nucleotides, homologue a l'une des extremites d'un vecteur 
clive, ladite sequence nucleique homologue etant 
5 eventuellemenc separee de la partie en 3 ' homologue a une 

extremite du fragment a inserer par au moins un nucleotide 
et de preference entre 1 et de 1* ordre de 130 nucleotide. 

26) Un oligonucleotide selon 1 ' une des 
10 revendications 22 a 25, caracterise en ce que la partie 5' 

constituant I'acide nucleique etiquette comprend une 
sequence nucleique homologue de 1* extremite du vecteur 
clive qui est suf f isamment homologue pour s'hybrider a 
ladite extremite du vecteur clive a une temperature 
15 comprise entre 30 et 90°C, de preference entre 30 et 70°C 

et tout pref erent iel lement a une temperature de 50°C. 

27) Une paire d ' amorce utile pour une reaction 
d * amplification par PCR d'un fragment d'acide nucleique a 

20 inserer dans un vecteur clive caracterisee en ce qu'elle 

est constitute de deux oligonucleotides selon 1 'une 
quelconque des revendications 22 a 26. 



25 



28) Un produit d ' amplification obtenu par une 
reaction PCR mise en ceuvre avec une paire d' amorces selon 
la revendication 27. 
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